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Unser Zeichen: K 2778 - sch / msl 


Molekularbiologische Marker fxir die analytische 
Elektronenmikroskopie 

Die Erfindung betrifft eine Serie neuer Plasmide auf der Basis 
von pBluescript KS( + ) mit mehr als 1 SK-Primersequenzelement , 
bevorzugt mit 2, 1, 14, 21 und 27 repetitiven SK- 
Primersequenzelementen , sowie deren Verwendung als 
molekularbiologischer Marker fur die analytische 
Elektronenmikroskopie . 

Das Electron Spectroscopic Imaging (ESI) ist ein Verfahren der 
analytischen Elektronenmikroskopie (EM), bei dem die 
Verteilung eines bestimmten chemischen Elements im 
untersuchten Praparat bildlich dargestellt wird. Urn die 
strukturellen Organisationen biologischer Systeme zu erhellen, 
mils sen die einzelnen makromolekularen Komponenten opt i sch 
unterscheidbar sein.. Gegenwartig wird zur Markierung von 
Makromolektilen fur die Elektronenmikroskopie die Beladung mit 
Goldpartikeln oder anderen Teilchen verwendet, die im Beu- 
gungskontrast sichtbar sind. 

Bisher werden Mehrf achmar ki erungs exper imente in der 
Elektronenmikroskopie so durchgefiihrt , dass man Goldkorner 
unterschiedlicher Grosse verwendet, urn die verschiedenen 
Zielstrukturen in demselben Praparat unterscheiden zu konnen. 
Beispielsweise wiirde in einem Doppelmarkierungsexperiment ein 
Molekiiltyp mit 5nm grossen Goldkornern, der andere mit 10-20nm 
grossen gekoppelt werden, um sicher zu sein, dass bei der 
spateren Auswertung die verschiedenen Molekxile eindeutig 
lokalisiert und voneinander unterschieden werden konnen. 
Grosse Goldkorner (grosser als lOnm) bringen Nachteile mit 
sich, weil deren Eindringvermogen in Gewebe und deren 
Kopplungsef f izienz an das Zielmolekul reduziert sind 
(Giberson, R.T., und Demaree, R.S: The influence of immunogold 
particle size on labeling density. Microscopy Research and 
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Technique, 27, 355-357, 1994); ausserdem lasst sich eine solch 
grosse Struktur nicht mehr eindeutig dem Ort der Bindung an 
die Zielstruktur zuordnen, d.h. man verliert an 
Auflosungsvermogen. Wurde man ein 
5 Dreif achmarkierungsexperiment planen, wiirden sich diese 

Nachteile besonders stark bemerkbar machen. Eine Alternative 
zu den Goldkornern bieten nur sog. Ferritinmolekiile, grosse 
Proteineinheiten, die Hunderte von Eisenatomen im Zentrum 
enthalten und an Ziels trukturen koppelbar sind. Deren 
10 Elektronendichte und damit die Detektierbarkeit im Trans- 

mi ssionselektronenmikroskop sind allerdings so schlecht, dass 
ihre Anwendung sich nur in den seltensten Fallen als 
praktikabel erwiesen hat. 

15 Demgegenuber existieren im Bereich der Lichtmikroskopie seit 

einiger Zeit Fluoreszenzver f ahren , die vergleichsweise 
problemlos die Dreif achmarkierung, ja sogar die 
Vierf achmarkierung ermoglichen. Da die Elektronenmikroskopie 
auf dem Sektor der Ma r k i e r ung s t e c hn i k en mit der 

20 Lichtmikroskopie momentan nicht konkurrieren kann, begnugen 

sich die Wissenschaf tier mit dem vergleichsweise schlechten 
Auflosungsvermogen der Lichtmikroskope , bevor sie die 
Nachteile der M a r k i e r u n g s t e c h n o 1 o g i e auf dem 
elektronenmikroskopischen Sektor in Kauf nehmen. Mit der 

~>5 Entwicklung alternativer Markierungstechniken zur Goldmarkie- 

rung wurde die Elektronenmikroskopie an Attraktivi tat 
gewinnen, weil die Konkurrenzf ahigkeit beziiglich der 
Markierung einherginge mit einem mehr als 100 mal so guten 
Auflosungsvermogen wie es die Lichtmikroskopie ermoglicht. Als 

30 Alternative zum Markierungsverf ahren mit Gold fur 

konventionelle Transmissionselektronenmikroskopie , das auf der 
Elektronendichte des Schwermetalls Gold basiert, besteht ein 
Bedarf fur Markierungsverf ahren fur ESI. Diese Technik nutzt 
andere Wechselwirkungen der Strahlelektronen mit den Atomen im 

35 Praparat aus als die konventionelle Transmissions- 

elektronenmikroskopie . Es lassen sich im Prinzip alle Elemente 
spezifisch nachweisen. Damit erweitert sich der Kreis der 
Elemente, die fur Markierungsverf ahren in Frage kommen. 
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Ent scheidend fur die Etablierung alternativer 
Markierungsverf ahren ist allerdings die Uberpriifung von 
Detektionslimits fur die in Frage kommenden Elemente. D.h. 
konkret, dass man Inf ormationen uber die Anzahl detektierbarer 
Element a tome pro nm 2 Flache im Praparat braucht. Es geht also 
urn die Nachweisgrenzen der ESl-Technik. Zu diesem Parameter 
gibt es bisher wenig Untersuchungen und ungenaue Angaben. Die 
ESI-Technik wird zwar haufig genutzt; trotzdem wurden bisher 
keine Daten zu Detektionsgrenzen verof f entlicht . 

Es besteht also ein Bedarf nach alternativen 
Markierungsmoglichkeiten fiir die Elektronenmikroskopie . Die 
Detektierbarkeit eines solchen Markerkomplexes sollte leicht 
"getestet und beurteilt werden konnen. 

Der Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, eine 
Mdglichkeit bereitzustellen, mit der vor zeitaufwendigen zell- 
und molekularbiologischen Versuchen Daten erhalten werden 
konnen, anhand derer die Aussichten des geplanten Experiments 
mit dem in Frage kommenden Element bzw. der in Frage kommenden 
Markers truktur beurteilt werden konnen. Ferrier soil der 
Parameter der detektierbaren Anzahl an Elementatomen pro 
Flacheneinheit messbar werden, um daraus die notwendigen 
Inf ormationen fur die Etablierung von EM-Markierungsverf ahren 
zu erhalten. 

Gelost wird diese Aufgabe durch die Gegenstande der 
beigefugten Patentanspruche . 

Die Ursache fiir die Notwendigkeit oben erwahnter Vorversuche 
liegt darin begriindet, dass bis heute fiir die ESI-Detektion 
der verschiedenen chemischen Elemente keine genauen Grenzwerte 
der Detektierbarkeit bekannt sind. Der Grund ist unter anderem 
der, dass die Preparation einer geeigneten Testprobe nicht 
trivial ist. Eine solche Probe muss besondere Eigenschaf ten 
aufweisen. Es muss Bereiche geben, in denen das Zielelement in 
einer klar definierten Menge vorhanden ist. Diese Bereiche 
mussen eindeutig zu erkennen sein. In alien iibrigen Bereichen 


oanuar ^uuu 


4 

darf das Zielelement nicht auftreten. Diese Problematik lasst 
sich anhand der Publikation von Golla, U. und Kohl, H. 
(Micron, 28 (5), 397-406, 1997) aufzeigen, in der versucht 
wurde, die Auflosung und die Detektierbarkeit am Beispiel Uran 
mittels korniger Prazipitate zu dokumentieren . 

Erf indungsgemaS wurde eine Serie neuer Plasmide mit mehr als 
1, bevorzugt 2, 7, 14, 21 und 27 SK-Primersequenzelementen in 
direkter Kopf/Schwanz orientierter Repetition auf der Basis 
von pBluescript KS(+) hergestellt. Das ringformig geschlossene 
Plasmid liegt als Zielstruktur vor, in der eine kurze DNA- 
Sequenz ( SK-Primersequenzelement ) repetitiv enthalten ist. Das 
SK-Primersequenzelement umfafit folgende Sequenz: 

5 ' -GATCCACTAGTTCTAGAGCG-3 ' . 

Die SK- Primer sequenz stellt einen Abschnitt von 20 Nukleotiden 
dar, der von der Fa. Stratagene in den von ihnen angebotenen 
Vektoren pBluescript KS(+/-) sowie Bluescript SK (+/-) so 
bezeichnet wird und in der "multiple cloning site" (MCS) 
liegt. pBluescript ist ein Plasmidvektor , der von der Fa. 
Stratagene verkauft wird. Es handelt sich um ein ringf ormiges 
DNA-Molekul, das die fur die Vermehrung in E.coli notwendigen 
genetischen Inf ormationen en thai t. Fur die Klonierung von 
Fremd-DNA-Abschnitten in diesen Vektor entscheidend ist die 
"multiple cloning site" (MCS) , In diese MCS-Region wurden 
erf indungsgemaS die oben genannten SK-Primersequenz- 
Repetitionen einbaut, so daS sich die entstehenden Plasmide 
von pBluescript nur in der MCS unterscheiden, d.h. sich von 
pBluescript ableiten. 

An diese Repetitionssequenz kann eine homologe Sequenz durch 
Hybridisierung gebunden werden. Tragt diese hybridisierende 
Sequenz einen Markerkomplex, gelangt durch Hybridisierung der 
Marker an die Zielstruktur. 

Die hybridisierende Sequenz, nachfolgend SK-Oligonukleotid 
bzw. SKO genannt, kann an den Enden chemisch modifiziert sein, 
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um eine kovalente Bindung unterschiedlicher Marker zu 
erlauben. Damit konnen beliebige Markierungss trategien 
untersucht werden. An das SKO kann ein Molekiil gekoppelt 
werden, das ein Element in moglichst hoher Konzentration 
enthalt, dessen Tauglichkeit als Marker fur ESI man 
uberprufen will. Es eignen sich Bor-Marker wie sie beispiels- 
weise in der deutschen Patentanmeldung 198 03 206.4 
beschrieben sind. Weitere erf olgversprechende Marker sind 
Silizium sowie Eisen und Mangan. Die Markerverbindung wird in 
einer kontrollierten Synthese so aufgebaut werden, dass die 
Anzahl an Zieleleraentatomen bekannt ist und das Zielelement in 
moglichst grosser Menge im Zentrum der Markerverbindung 
vorliegt. Sie kann ausserdem als Einheit an das SKO gekoppelt 
werden. Zur Erfullung dieser Erf ordernisse wird beispielsweise 
die Bor-Marker struktur so synthetisiert , dass sie wie eine 
Nukleosid-Einheit in der Oligonukleotidsynthese behandelt 
wird. Der bevorzugte Weg der Kopplung sieht also die 
Herstellung einer Borverbindung vor, die die notwendigen 
Schutzgruppen und Kopplungsgruppen fur die Oligonu- 
kleotidsynthese nach dem Phosphor ami dit-Verf ahren enthalt, in 
dessen Verlauf ein Oligonukleotid, vom 3 ' -Ende zum 5 ' -Ende 
hin, Baustein fur Baustein, aufgebaut wird. Es besteht dabei 
die Moglichkeit, daS dazu im letzten Schritt an das 5 ' -Ende 
des SKO der Borkomplex alleine oder in Form eines 5 ' -Bor- 
Nukleotid (C) -3 7 -Bausteins angehangt wird (s. dazu auch 
deutsche Patentanmeldung 19803206.4). Vorteilhaft ist es, wenn 
der Marker-haltige Baustein einen Abstandhal ter (Spacer) 
enthalt, der den Markerkomplex vom SKO abstehen lassen wird, 
um die Hybr idi s i erung des markierten SKO gegen die 
komplementaren Plasmidbereiche nicht zu behindern. Als Spacer 
kommen aliphatische Kohlenwasserstof fketten mit Langen 
zwischen C 2 und C 10 in Frage, die eventuell Sauerstof f gruppen 
in Form von Etherbrucken (vorzugsweise maximal 5 Stuck) 
enthalten konnen (siehe dazu auch deutsche Patentanmeldung 198 
03 206. 4). In vergleichbarer Weise kann auch mit beliebigen 
anderen Markers trukturen, jeweils ein anderes Zielelement 
enthaltend, verf ahren werden. 
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Die markierten Oligonukleotide werden an die DNA hybridisiert 
und liegen im Praparat selektiv dort vor, wo die ringf ormigen 
DNA-Molekiile liegen. Je nach Repetitionsgrad der SK-Elemente 
auf den verwendeten Plasmidmolekulen werden also variable aber 
definierte Mengen an Zielelementatomen in dichtester Anordnung 
an der DNA hangen. Man kann deshalb von einer dichtesten 
Packung ausgehen, weil gefunden wurde, daS die Abstande der 
Markers truktur en an der DNA 8 nm betragen. Dies ergibt sich 
aus der Berechnung der Ausdehnung doppelstrangiger DNA- 
Bereiche iiber die in den Plasmiden vorliegenden SK- 
Repetitionseinheiten. Da die Markers truktur einen Durchmesser 
von maximal 5 nm haben wird, bleibt zwar etwas Raum zwischen 
den Markern frei; dieser Raum sollte allerdings erhalten 
bleiben, weil die Hydrathiille der Markerverbindungen 
berucksichtigt werden muss. 

Das erf indungsgemage Plasmid wird gespreitet auf die 
Tragermatrix des Probenhalters fur das ESI prapariert. Die 
obigen Plasmide erlauben die Preparation einzelstrangiger , 
ringformiger Plasmid-DNA-Molekule nach Infektion plasmidhalti- 
ger E. coli-Zellen, bevorzugt E. coli JTtf 110, mit einem 
sogenannten Helfervirus. Das (+)-Zeichen im Namen des 
Ursprungsplasmids pBluescript KS { + ) gibt an, dass nur der + - 
Strang des Plasmidmolekuls isoliert wird. Nun steht eine 
einzelstrangige DNA- Probe zur Verfugung, gegen die, ohne das 
sonst notwendige Aufschmelzen des DNA-Doppelstrangs , sofort 
komplementare DNA-Bereiche hybridisiert werden konnen. Urn 
geg en d en + - Strang der Plasmide komplementare SK- 
Oligonukleotide (SKO) zu hybr idis ieren , mussen diese 
naturgemass die Sequenz des - - Strangs darstellen, d.h. 5'- 
CGCTCTAGAACTAGTGGATC-3 ' . Ein solches Oligonukleotid kann 
mitt els automat ischer 01 igonukleotidsyn these hergestellt 
werden. Diese Molekule werden in einer wassrigen Losung mit 
einem der obengenannten Einzelstrang-Plasmidmoleklile gemischt. 
Es bilden sich an den Stellen Doppelstrangbereiche , wo die SK- 
Oligonukleotide (SKO) den komplementaren Partner auf der 
Einzels trang-DNA gefunden haben, also SK-01 igonu- 
kleotid/Plasmid-Hybride (nachfolgend SKOPH genannt) . Urn die 
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Bindung der einzelnen SKOs an die DNA nicht zu behindern, wird 
vorzugsweise als Abs tandshal t er zwischen den SK- 
Oligonukleotid-Bindungsstellen die Liicke von 4 Nukleotiden 
vorgesehen. 

Diese SKOPHs werden vorzugsweise durch Chromatographie von 
ungebundenen SKOs getrennt. Dies kann durch 
Saulenchromatograf ie geschehen, z.B. werden von Amersham 
Pharmacia Biotech (Freiburg) Saul enmatr ices angeboten (bei- 
spielsweise Sephadex oder Sepharose) . Die gesauberten SKOPHs 
werden dann einer Spreitung unterzogen. Dabei werden ansonsten 
geknauelte DNA-Molekule so vorbehandelt , dass sie in Losung 
gestreckt sind und in diesem Zustand auf mit dunner Folie 
beschichtete elektronenmikroskopische Tragernetzchen aufgetra- 
gen, durch Behandlung mit Schwermetallen sichtbar gemacht und 
im Transmissionselektronenmikroskop (TEM) analysiert. Falls 
eine ESI-Analyse vorgesehen ist, sollte die Schwermetall- 
Behandlung entfallen, da jedes Element, das in hohen Mengen 
und/oder Konzentrationen im Praparat vorkommt, den spezifi- 
schen Nachweis des Zielelements stort oder. unmoglich macht . 
Die DNA-Ringe werden nun gleichmassig uber die Oberflache des 
TEM-Praparats verteilt sein und einzeln liegen. Damit sind die 
obengenannten Grundvoraussetzungen erfullt: Die ringformige 
DNA ist eindeutig erkennbar, an die DNA gebunden liegen die 
SKOs in mehr oder weniger grosser Zahl vor und zwischen den 
DNA-Bereichen ist (annahernd) nichts. 

Falls unklar sein sollte, ob die SKOs an die repetitive Region 
gebunden wurden, bestehen zwei Kontrollmoglichkeiten : a) man 
verwen det durch Digoxigenin oder Biotin an der 5 '-Position 
markierte SKOs, gegen die ein anti-Digoxigenin oder ein anti- 
Biotin-Antikorper eingesetzt wird, der selbst goldmarkiert ist 
und mit herkommlicher TEM nachweisbar ist; die Goldkorngrosse 
darf allerdings ca. 6 nm Durchmesser nicht uberschreiten 
(ansonsten konnten sich die Goldkorner gegenseitig behindern) ; 
b) evtl. in Kombination mit a) kann das repetitive Zielplasmid 
durch Restriktionsendonuklease-Verdau neben der repetitiven 
SK-Region linearisiert werden, so dass nach Spreitung die 
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Bindungsorte der SKOs sofort dadurch identif izierbar sind, 
dass sie am Ende eines f adenf ormigen DNA-Molekuls liegen 
mussen. Da Restriktionsendonukleasen nur Doppelstrang-DNA 
schneiden, muss man dessen Schni ttstelle allerdings zuerst 
durch Hybridisierung eines urn die Schni ttstelle herum 
komplementaren Oligonukleotids doppel Strang ig machen. 

Die repetitiven Sequenzen sind dicht hintereinander angeordnet 
und erstrecken sich etwa iiber ein Drittel des Plasmids. Durch 
diese repetitiven Sequenzen erhoht sich die Signifikanz des 
Tests stark. Der Vorteil der oben beschriebenen Plasmide 
besteht darin, dass zwischen einem und 27 der Markereinheiten 
angehauf t werden konnen, urn so die Zahl an Markerelementatomen 
zu modulieren. Gelingt es, die markierten SKOPHs in 
unt er schi edl ichen Sprei tungs zus tanden von voll s tandig 
gestreckt bis geknauelt im Sprei tungspraparat darzus tellen, 
konnen die Zielelementatome , besonders an geknauelte DNA- 
Molekiile gebunden, i) auf engstem Raum konzentriert , ii) wegen 
der gleichmassig fibrillar en Ringform der daran gebundenen DNA 
lokalisierbar , iii) in definierter, aber variabler Anzahl und 
iv) in ansonsten elementf reier Umgebung analysiert werden. 

DNA-Abschnitte ausserhalb der Repetitionsbereiche, an die kein 
Marker binden kann, dienen als Negativkontrolle fur die ESI- 
Elementdetektion. Eine solche Negativkontrolle ist notwendig, 
weil die Spezifitat einer errechneten Zielelement-Verteilung 
angezweifelt werden konnte, wenn man keine Vergleichsregion 
ohne Zielelement und dementsprechend ohne errechnetes 
Element signal zeigen konnte . Da der Test ein 
molekularbiologisches System darstellt, erfolgt die Bewertung 
des Markers in seiner physikalisch-chemischen Umgebung. D.h. 
auch, dass der Test einer medizinisch/biologischen Anwendung, 
speziell der in si tu-Hybridisierung, sehr nahe kommt. 

Ziel des Testverf ahrens ist es, zuverlassige Daten iiber die 
fur eine ESI -De tekt ion notwendige Mindestzahl an 
Zielelementatomen pro Flacheneinheit zu erhalten. Gleichzeitig 
erhalt man Daten iiber die Einzelerkennbarkei t der 
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Markers truktur, weil aufgrund der Repetition derselben eine 
Mittelung auch schwacher elementspezif ischer Signale moglich 
ist, besonders an DNA-Molekulen, die vollstandig ausgestreckt 
im elektronenmikroskopischen Praparat vorliegen. Somit lasst 
sich vor einem technisch aufwendigen Einsatz einer 
Markers truktur in der Medizin oder Biologie bereits 
feststellen, ob gegebenenf alls die Zahl oder/und die Konzen- 
tration an Z i e 1 e 1 emen t a tomen in der Markerstruktur noch erhoht 
werden muss. Erf ahrungsgeinass finden sich in 
Spreitungspraparaten alle Plasmidzustande von ausgestreckt bis 
stark geknauelt, besonders wenn die Spreitung nicht optimal 
verlaufen ist. Dieser normalerweise unerwiinschte Fall ist im 
Zusammenhang mit der erlauterten Bestimmung der Element- 
Detektionsgrenzen von Vorteil. 

Spreitungsmethoden finden sich mit vielfaltigen Variationen in 
der Literatur ( f lir eine Zusaxrunenf assung s.: Electron 
Microscopy in Molecular Biology; a practical approach, 
Sommerville, J. und Scheer, U. (eds.), IRL Press, 1987). 

Mit den Standardverf ahren der Elementdetektiori mittels ESI 
lassen sich die Schwellenwerte fur den elementspezif ischen 
Nachweis ermitteln. Dazu existiert bisher kein anderes 
Verf ahren. Es lasst sich deshalb vorstellen, dass dieses 
Verfahren auch fur solche wissenschaf tlich tatigen Personen 
von Interesse ist, die keine biologisch/medizinische Anwendung 
im Auge haben, sondern an den Nachweisgrenzen beliebiger 
anderer als der erwahnten chemischen Elemente interessiert 
sind. Voraussetzung ist, dass das Zielement bereits in der an 
das Oligonukleotid gekoppelten Markerstruktur so konzentriert 
wie moglich und in moglichst hoher Menge vorliegt. 

Die Anwendung fur ESI wurde vorstehend ausfuhrlich 
beschrieben. Daneben sind auch Anwendungen von Teilen des 
Test systems moglich, die liber die Anwendung in der 
Elektronenmikroskopie hinausgehen. Zwei weitere Anwen- 
dungsbeispiele sind hier kurz erwahnt und werden weiter unten 
genauer beschrieben: 1) die SK-Primer-Repetitionskassette 
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lasst sich mittels Hybridisierung markierter Oligonukleotide 
allgeiuein zur effizienten und lokalisierten DNA-Markierung 
nutzen; 2) zur Untersuchung der Mechanismen zur Deletion von 
direkten Repetitionen in DNA bilden die nachstehend 
beschriebenen Plasmide das ideale Substrat. 

Uber die Anwendung im Bereich der Elektronenmikroskopie 
hinaus, bieten, wie vorstehend bereits erwahnt , die genannten 
Repetitionsbereiche die Moglichkeit, DNA ganz allgemein auch 
mit solchen SKO- gekoppelten Markern nach Hybridisierung 
detektierbar zu machen, die als Einzelmolekule noch unterhalb 
der Detektionsgrenze liegen, aber in repetitiver Anordnung 
nachweisbar werden. Dazu konnten die Repetitionsbereiche auch 
in die gewiinschten DNA-Molekiile uber Sac 1/ Kpn I-kompatible 
Enden umkloniert werden. Mit einem solchen Verfahren konnte 
beispielsweise der Weg von DNA nach Einfuhrung in eine Zelle 
(Transf ektion) verfolgt werden. Dabei kommen sowohl licht- als 
auch elektronenmikroskopische Anwendungen in Frage . 

Die chemische Modif izierbarkeit der hybrisierenden Sequenz 
erlaubt variable Einsatzmoglichkei ten des Tests fur 
unterschiedlich konf igurierte Markereinhei ten . Da der Test ein 
molekularbiologisches System darstellt, erfolgt die Bewertung 
des Markers in seiner physikalisch-chemischen Umgebung. 
Getest£t wird die Einzelerkennbarkeit des Markers. Die Starke 
schwacher Signale kann durch Mitteilung genau bestimmt werden. 

Die folgenden Ausfiihrungen zur Herstellung der 
unterschiedliche Repetitionen enthaltenden Plasmide zeigen, 
dass fur die Versuche zur eigentlichen Elementdetektion fur 
ESI prinzipiell die Repetitionsstuf en (pBluescript KS ( + ) ) , 
2x, 3x, 4x, 5x, 6x, 7x, 14x, 21x sowie 27x SK zur Verfiigung 
stehen. Da die Analyse von Unterschieden zur Detektierbarkeit 
des Zielelements mit ESI besonders uberzeugend ausfallen wird, 
wenn die Zahl an analysierten Elementatomen stark schwankt (s. 
dazu Ausfuhrungen unten) , sind die Repeti tionsgrade 2x, 7x, 
21x und 27x SK von besonderem Interesse. 


Wie bereits erwahnt, basiert die vorliegende Erfindung darauf 
dafi in einem Testpraparat Bereiche vorhanden sind, in denen 
das Zielelement in einer klar definierten Menge vorhanden und 
eindeutig zu erkennen ist; in alien ubrigen Bereichen darf das 
Zielelement nicht auftreten. 

Die Plasmidkonstruktion wird durch Einsehleusung in einen dam" 
/dorr -Stamm ( vorzugsweise E. coli JM 110) stabilisiert . JM110 
ist dam" / dcm~ und enthalt ansonsten keine auffalligen 
genotypischen Marker, die diesen Stamm von den anderen 
verwendeten deutlich unterscheiden wurden, so dafi auch diese 
ve.rwendet werden konnen. Die Einsehleusung der 
erf indungsgemafien repetitiven Plasmide in den danr/dcm" -Stamm 
'erfolgt gemaS Standardmethoden (vgl . Sambrook, J. , Fritsch, 
E.F. und Maniatis, T. : Molecular cloning; A laboratory manual; 
Second edition. Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)). 
Uberraschenderweise wird dadurch eine Deletion der direkt 
repetitiven Elemente wahrend der Bakt er ienvermehrung 
vermieden. Es ist namlich eigentlich bekannt, dafi direct 
repeats oder inverted repeats wahrend der Vermehrung in E. 
coli verloren gehen. dam-/dcni -Stamme sind in der Literatur 
dokumentiert (vgl. Marinus et al . , J". Bacteriol. 114 (3), 
1143-1150 (1973)), eine Stabilisierung direkt-repetitiver 
Sequenzen dadurch wurde jedoch noch nie beschrieben. 

In E. coli JM110 konnte der Repeti tionsgrad sogar auf 27x 
gesteigert werden. Dariiberhinaus ist die Kombination von E. 
coli JMllO/pBl KS (+) 27xSK erstmalig ein System, in dem eine 
ansonsten in E . coli instabile direkte Repeti tionssequenz 
vermehrt werden kann. Fur Bakteriengenetiker eroffnet sich die 
Moglichkeit, die zugrunde liegenden Mechanismen dieses Typs 
von Deletionen in Bakterien zu analysieren und die beteiligten 
Komponenten zu charakterisieren. Die Frage der Stabilisierung 
von Repetitionen eines solchen Typs in E. coli ist 
beispielsweise fur Klonierungsspezialisten von Interesse, die 
menschliche DNA-Abschnitte in ihrem Ursprungszustand erhalten 
wollen, auch wenn diese in E. coli vermehrt worden waren 
(siehe z . B. Human Genome Project) . Der Hintergrund ist der, 
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dass auch in menschlichen DNA-Abschnitten kurze, direkt- 
repetitive Abschnitte vorkommen, die vergleichbar schlecht 
stabilisierbar sein konnen wie die oben geschilderte SK- 
Prirnersequenz-Repetition . 

Die erf indungsgemaSen Plasmide konnen zu Testkits zur 
Verwendung in der Elektronenmikroskopie zusammengestell t 
werd^n. Ein Testkit enthalt z.B. folgende Material ien: 1) 
kompetente E. coli JMllO-Bakterienzellen zur Vermehrung der 
repetitiven Plasmide; 2) die einzels trangigen Plasmide lx oder 
2x, 7x, 14x, 21x und 27x SK zur dif f erentiellen Analyse von 
Marker s truktur en fur das Elektronenmikroskop; 3) 
elektronenmikroskopische Tragernetzchen, die fur die Spreitung 
bereits beschichtet sind; 4) durch Biotinylierung oder 
Digoxygenierung am 5 ' -Ende markierte SK-Oligonukleotide, die 
dazu dienen, die Hybridisierung und Spreitung zu optimieren, 
indem man mit einem goldgekoppel ten anti-Biotin- bzw. anti- 
Digoxigenin- Antikorper nachweist, dass die repetitive 
Anordnung am Plasmid tatsachlich vorliegt; 5) eine Vorschrift, 
die die einzelnen Arbeitsschritte beschreibt. Falls ein 
Interesse an anderen als den ESI-abhangigen Anwendungen 
bestehen sollte , kann fiir solche Interessenten der Testkit 
modif iziert werden . 

Die Plasmide mit 2, 7, 14, 21 und 27 SK-Primersequenzelementen 
wurden als E . coli-Kul turen am 22 . Dez ember 1998 bei der DSMZ 
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) , 
Mascheroder Weg 1, Braunschweig unter den Hinterlegungsnummern 
DSM 12600, DSM 12601, DSM 12602, DSM 12603 und DSM 12604 
hinterlegt : 


pBI KS(+)2xSK 
pBI KS (+) 7xSK 


DSM 12600 


DSM 12601 


pBI KS (+) 14xSK 
pBI KS (+) 21xSK 
pBI KS(+)27xSK 


DSM 12602 


DSM 12603 


DSM 12604 


Die folgenden Figuren erlautern die Erfindung naher. 
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Figur 1: tiberblick uber die Herstellung von pBl KS( + ) 2x SK. 

Die hier gewahlte Art der Darstellung wird in den folgenden 
Abbildungen dieses Typs fortgefuhrt. Die Multiple 
Klonierungs telle (MCS) ist als dunkelgrauer Block dargestellt, 
die darin enthaltene SK-Primer-Sequenz ist hellgrau unterlegt. 
Die Schnittstellen sind mit einer fein unterbrochenen Linie 
gekennzeichnet . Die detaillierte Sequenz ist von den fur die 
Klonierung wichtigen Abschnitten angegeben. 

a) Schemat ische Darstellung von pBl KS( + ) . Fur die 
nachfolgende Klonierung wurde pBl KS( + ) mit den 
Res triktionsenzymen Kpn I und BamH I verdaut . Die 
Res trikt ionsschni tts tellen sind mit einer fein 
unterbrochenen Linie gekennzeichnet. Das 
dazwischenliegende MCS-Fragment fallt heraus . 

b) Schematische Darstellung des mit BamH I und Kpn I 
verdauten pBl KS( + ) und dem SK-PH I-Fragment, das durch 
Ligation mit pBl KS( + ) zu pBl KS( + ) 2x SK fuhren sollte. 
Durch den Verdau mit Kpn I und BairiH. I wurde ein Teil des 
MCS herausgetrennt (s. auch a), im Gegenzug wurde das 
Fragment SK-PH I insertiert. Durch SK-PH I wurde die 
zuvor vorhandene Bam H I-Schnittstelle mittels Modifi- 
zierung eines Basenpaars (fette Buchstaben) maskiert und 
gleichzeitig eine neue BamH I-Schnittstelle eingefuhrt. 
Wegen der unterschiedlichen Schnittstellen (Kpn I/BamH I) 
kann das Fragment nur in einer moglichen Orientierung 
kloniert werden. Die Schni tts telle Pvu I diente als 
Kontrollschnittstelle fur den erf olgreichen Einbau des 
Inserts SK-PH I (keine weiteren Daten dazu gezeigt) . 

c) Schematische Darstellung von pBl KS( + ) 2x SK. pBl KS( + ) 
2x SK entstand durch die Ligation von SK-PH I mit dem 
BamH 1/Kpn I verdauten pBl KS(+) (vgl . b) .Die mit Stern 
gekennzeichnete, modifizierte BanzH I-Schnittstelle liess 
sich mit BamH I nicht mehr schneiden. Zur Vereinf achung 
im folgenden Text wird die in der Abbildung 
gekennzeichnete Region (SK-Primer + nicht zu hybri- 
disierende Sequenz) mit einem schwarzen Pfeil 
gekennzeichnet. Daraus ergibt sich die Schemazeichnung 


7. Januar 2000 


14 

fur pBl KS( + ) 2x SK wie unter d) gezeigt. 
d) Vereinfachte Darstellung von pBl KS(+).2x SK. 
Durchgezogene schwarze Linie steht fur das MCS, die 
unterbrochene Linie fur den verbleibenden Vektor pBl 
KS(+). Die schwarzen Pfeile zeigen die 5'— » 3' Richtung 
der klonierten SK-Primer zuzuglich 4 bp nicht zu 
hybridisierende Sequenz an (vgl . c) . 

Figur 2: Vereinfachte schematische Darstellung von pBl KS( + ) 
7x SK. 

Der Vektor pBl ist durch eine unterbrochene, schwarze Linie 
gekennzeichnet; in seiner Kpn X/Sac I orientierten MCS sind 
jetzt sieben SK-Primersequenzen enthalten. Das SK-PH II- 
Fragment ( ges tr ichel ter Pfeil oben und durch Linien 
hervorgehobene Sequenz * SK-PH II" unten) fugte den siebten SK- 
Primer und die zusatzliche Eag I-Schnitts telle in den Vektor 
ein. Die wichtigen Sequenzen sind detailliert herausgehoben . 
Die SK- Primer - Sequenz ist hellgrau unterlegt, das restliche 
MCS und der 4-Basen-Spacer dunkelgrau. Die Schni ttstellen sind 
in der Sequenz mit f ein unterbrochenen, ■ schwarzen Linie 
gekennzeichnet . 

Figur 3 : Schematische Darstellung der Klonierung eines pBl2x 
Block- Plasmids 

a) Insertion eines 7x SK-Blocks in die Not I-geoffnete 
pBl lx Block-DNA. Die Kennzeichnung der einzelnen 
Komponenten ist identisch mit denen unter Fig. 1 bzw. 
Fig. 2. Der Klon pBl lx Block wurde mit dem Enzym Not I 
linearisiert und mit dem, zuvor mit Eag I 
nachgeschnittenen, PCR-Fragment ligiert. Zur Verein- 
f achung im weiteren Text werden die sieben SK-Fragmente 
zu einem grauen Pfeil zusammengef aSt . 

b) Darstellung der Ubergange zwischen einzelnen Blocken. Die 
Kennzeichnung der Komponenten ist vergleichbar mit der in 
Fig. l.a-d. Durch die Ligation des 7x SK-Block (grauer 
Pfeil) in der richtigen Orientierung wurde die Not 1- 
Schnittstelle, die zuvor pBl lx Block dffnete, durch das 
5 ' -Ende des neu hinzugekommenen 7x SK-Blocks maskiert 
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(fette Buchstaben) und durch Not I nicht mehr schneidbar. 
Das 3 ' -Ende des Fragments komplettiert die Not I- 
Schnittstelle in Richtung Vektor . Dadurch wird es in der 
nachsten Klonierungsrunde moglich, pBl 2x Block wieder 
mit Not I zu linearisieren, ohne Verlust der 14 SK- 
Primer. Die BamH I -Schni tts tel le am 5 ' -Ende eines 
7x Blocks bleibt, im Gegensatz zu der BamH I- 
-Schnittstelle zwischen den einzelnen SK-Primern im Block 

{BamH I*), erhalten (BamH I) und kann spater als 
Orientierungskontrolle eingesetzt werden . 

Figur 4: Sequenziemngsergebnis des 27 SK-Primerelements 
enthaltenden Plasmidkonstrukts 

Schwarze Balken markieren die SK-Primersequenzbereiche in der 
von beiden Seiten sequenzierten repetitiven Region. Zwischen 
diesen SK-Primersequenzbereichen liegen aus 
klonierungs technischen Grtinden die 4 Basenpaare langen 
Abfolgen ATCT oder GCCG. 

Figur 5: Schema des Markiemngsexperiments 

Das folgende Beispiel erlautert die Erfindung naher . 
Beispiel 

Die nachstehend dargestell ten Verfahren zur Herstellung der 
Repetitionen enthaltenden Plasmide sind in Sambrook, J., 
Fritsch, E.F. und Maniatis, T. (Molecular cloning; a 
laboratory manual; second edition; Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, 1989) und in Current Protocols in Molecular 
Biology (John Wiley and Sons, 1994-1998) beschrieben, wobei 
die na c h f o 1 g e nden Techniken, wie DNA- Vermehrung 
Restriktionsendonukleasenverdau, Ligation, 
Agarosegelelektrophorese, PCR dem Fachmann hinreichend bekannt 
sind und beherrscht werden. 

Fur die Repetition wurde das SK-Primer-Element von pBluescript 
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(Fa. Stratagene, Heidelberg) ausgewahlt, weil es keine selbst- 
komplementaren oder homooligomeren Bereiche enthalt, mit einem 
G/C-Gehalt von 50% im Durchschnittsbereich. naturlicher DNA 
liegt und klonierungstechnisch zur annahernd liickenlosen 
Herstellung direkt repetitiver Bereiche giinstig ist. Ausserdem 
ist von Vorteil, daS diese Region mit einem komplementaren 
Sequenzierprimer (mit dem hier beschriebenen SK-Primer 
identisch) zuverlassig und stabil hybridisiert , da sie von der 
Firma Stratagene (Heidelberg) als Sequenzierprimer-Bindestelle 
konzipiert worden ist. 

Zum Zweck der Konstruktion von SK-Primersequenzelementen in 
repetitiver Folge wird ein kurzes Oligonucleotid-Fragment 
benotigt, in dem die SK-Primersequenz sowie Schnittstellen zur 
Durchfiihrung der Klonierungen enthalten sind. Hier fur wurden 
zueinander komplementare Oligonukleotide synthetisiert . Diese 
ss-DNA-Fragmente wurden durch Hybridisierung zu klonierbaren 
ds-Fragmenten umgewandelt, indem die beiden komplementaren 
Oligonukleotide aquimolar in 10 mM Tris-Puffer 
aneinandergelagert werden. Die Erf olgskontrolle stellt die 
gelungene Klonierung dar. Die so entstandenen Fragmente wurden 
SK-PH I (SK-Primer-Hybrid I; Fragment, das fur die SK- 
Primervermehrung von 2-6 SK-Primer sequenzen genutzt wurde, 
vgl . Abb.l) und SK-PH II (SK-Primer-Hybrid II; Fragment, das 
den siebten SK-Primer und die Eag I-Schnittstelle einfuhrte, 
vgl . Abb . 2 ) genannt . 

Fur die Herstellung des Plasmids pBl KS(+) (pBluescript KS(+)) 
mit zwei SK-Primern (pBl KS( + ) 2x SK) mufite pBl KS( + ) mit 
BeuriH I und Kpn I geoffnet werden, wobei ein Teil der multiplen 
Klonierungss tel le MCS entfernt wurde (Abb.l a). Der 
vollstandige Doppelverdau wurde auf einem 2%-Agarosegel 
nachgewiesen. Es folgte eine Ethanolf allung . Das Insert SK- 
PH I (Abb. lb) wurde in einem 10 fachen UberschuE zum 
geoffneten Vektor zur Ligation gegeben (s. Abb.l b) . Diesen 
hohen UberschuS konnte man deshalb verantworten, da die 5'- 
Enden des Fragments nicht phosphoryliert waren, also keine 
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Oligomere der Inserts entstehen konnten. Mit diesem 
Ligationsansatz wurde die Transformation in E. coli, z.B. XL1- 
Blue durchgef iihrt . Von den gewachsenen Kolonien wurde zur 
Klonierungskontrolle aus drei Klonen die Plasmid-DNA durch 
5 Mini -Preparation isoliert. Die so gewonnenen Klone werden 
nachfolgend pBl KS(+) 2x SK (Abb.l.c) genannt . 

Die weitere Klonierung von Plasmiden mit bis zu sieben in 
gleicher Orientierung enthaltenen SK-Elememten war 
zeitaufwendig, da jeweils ein Klon aus der letzten 
Klonierungsrunde als Grundlage fiir die nachste Klonierung 
diente. Dement sprechend wurde die Midi - Prap-DNA des 
ausgewahlten pBl 2x SK-Klons wiederum BamH I / Kpn I 
doppelverdaut und mit SK-PH I versetzt, ligiert und in E.coli 
XLl-Blue trans f ormiert . Abweichend von der fur die Klonierung 
von pBl 2x SK benutzten Strategie muSte nun in besonderera MaS 
auf einen effizienten Doppelverdau mit BamH I und Kpn I 
geachtet werden. Wie Abb.l.c zeigt, lagen die Schnittstellen, 
in die ein weiteres SK-PH I-Fragment integriert werden sollte, 
namlich nur sechs Basenpaare voneinander ehtfernt. Ein 
derartig geringer Abstand zweier Restriktionsschnittstellen 
la£t die gleichzei tige Restriktion beider Schnittstellen nicht 
zu. Es muSte dementsprechend nacheinander mit beiden Enzymen 
geschnitten werden. In dieser Weise wurden die Klonierungen 
bis zum Plasmid pBl KS( + ) 6x SK durchgef iihrt . 

Nach der Klonierung der siebten SK- Primer sequenz erfolgte die 
Vermehrung der repetitiven Elemente blockweise. Dies konnte 
nur funktionieren, wenn es eine Schnitts telle gab, die den 
Bereich mit sieben SK-Primern als Einheit vom Vektor trennte. 

30 Durch die Ligation des SK-PH II (Abb. 2) in pBl 6x SK wurde 

dies ermoglicht. SK-PH II brachte neben dem siebten SK-Element 
die neue Schnittstelle Eag I in den Vektor ein. Jetzt wurden 
die sieben SK-Primer von zwei Eag I-Schnittstellen begrenzt 
(Abb. 2) weil der Ausgangsvektor pBl KS(+) bereits eine solche 

35 Schnittstelle im MCS mitbrachte. 
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Zur Beschleunigung der weiteren Klonierungsschritte erfolgte 
die blockweise Verraehrung der SK-Elemente mittels der 
Polymerase Chain Reaction (PGR) . Als Template-DNA fur die 
Amplif izierung des Fragments mit sieben repetitiven Elemente 
wurde die Plasmid-Praparation aus XLl-Blue genommen, die 
direkt aus der Originalkolonie abstammte (pBl 7x SK) . Bei der 
ersten Optimierung der PCR sollte herausgef unden werden, 
welches Primerpaar das Zielf ragment mit der besten Qualitat 
und Quantitat amplif izierte . Es wurden die Primer M13 , M13 
reverse, T3 und T7 (M13 : TGTAAAACGACGGCCAGT ; Ml 3 reverse:: 
CAGGAAACAGCTATGACC ; T3 : AATTAACCCTCACTAAAGGG ; T7 : TAATACGACT - 
CACTATAGGG) in verschiedenen Kombinat ionen miteinander 
ausgetestet. Alle diese Primer hatten ihre Bindungsstellen 
aufierhalb der MCS, entweder nahe des f3-Galaktosidase 
Startpunkts oder nahe der T7 -Transkriptions-Startstelle in 
pBluescript KS (+) . Die PCR fand unter Standardbedingungen 
statt. Die verschiedenen Ansatze enthielten die zueinander 
passenden Primer in den verschiedenen moglichen Kombinationen : 
M13/M13 reverse, T7/T3, T7/M13 reverse und T3/M13. In der 
Negativkontrolle waren alle vier Primer ohne das Template 
vereinigt. Da der PCR-Ansatz mit T3/T7 die besten Ergebnisse 
lieferte, wurde dieses Primerpaar fur die PCR gewahlt. 

Um das mittels PCR gewonnene Insertf ragment in den mit NotI 
geoffneten Vektor ligieren zu konnen, mufite es "sticky ends" 
besitzen, die mit Not I kompatibel waren. Hierfiir muSte das 
PCR-Fragment , das die sieben SK-Primer enthielt, an den 
Randern nachgeschnitten werden. Das Restriktionsenzym Eag I 
verklirzte das 246 bp lange PCR Fragment, dessen Rander die 
Sequenzen der Primer T3/T7 abschlossen, um 47 und um 51 bp auf 
der anderen Seite. Mit einem 2,2 %igen Gel konnte dieser 
Unterschied zur Kontrolle noch sichtbar gemacht werden. Mit 
dem durch die PCR amplif izierten 7x SK-Fragment, dessen Rander 
durch den Eag I-Verdau zu Not 1 kompatibel wurden, wurde 
pBl KS( + ) 7x SK in nur einem Schritt zu pBl KS( + ) 14x SK. Fur 
einen Uberblick der Klonierungsweise siehe Abb. 3. Das verdaute 
Fragment wurde vor der Ligation durch den PCR-Purif ication Kit 
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(Fa. Qiagen) gereinigt. Dies sollte die nicht in der PCR- 
Reaktion verbrauchten Primer und die durch den Verdau 
entstandenen Bruchstiicke entf ernen . 

Gegenuber den ersten Klonierungsschri tten, die zu 
pBl KS( + ) 7x SK fiihrten, wurde der Vektor nicht mit zwei 
verschiedenen Enzymen (Kpn I/BamH I vgl . Abb 1) geoffnet 
sondern mit Not I linearisiert . Deshalb mu£te mit einer 
Haufung an Religationen gerechnet werden. Bei dieser 
Klonierung konnte einer Religation nicht durch eine vielfach 
erhohte Insertkonzentration (7x SK-Fragment) entgegengewirkt 
werden, da die DNA-Blocke an den 5'-Enden phosphoryliert waren 
und mit unkontrollierbaren Oligomerisierungen der Insert-DNA 
zu rechnen war. Die Religationen wurden deshalb durch eine 
Dephosphorylierung des Vektors reduziert oder sogar 
verhindert. Im Verlauf der weiteren Ausfuhrungen wird die 
bisher pBlKS(+)7xSK genannte DNA als pBl lxBlock bezeichnet. 

Der mit Not I geof fnete pBl lx Block wurde mit dem gereinigten 
PCR-Fragment ligiert, das ebenfalls sieben SK-Primer enthielt. 
Dies wurde durch die am Rand der repetitiven Elemente 
befindlichen einzigen Not I-Schnittstelle moglich, durch die 
der pBl lx Block linearisiert wurde. Das PCR-Fragment wurde, 
wie oben erwahnt, mit dem zu Not I kompatiblen Enzym Eag I 
nachgeschnitten und direkt an die sieben SK-Primer des Vektors 
ligiert (pBl 2x Block) . 

Da sich pBl 7x SK im Wirtsstamm JMilO als stabil erwies, wurde 
auch der Ligationsansatz des Plasmids mit 14 SK-Elementen in 
diesen Stamm transf ormiert . Die Transformation von 
pBl KS( + ) 14x SK in JM110 brachte 118 Transf ormanten hervor. 
Dies entsprach einer Transf ormationsrate von l^xlO 3 cfu 
(colony forming units) / fxg DNA. 


Es wurde weiter mit schrittweiser Vermehrung gearbeitet, in 
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diesem Fall mit dem Ziel, mit den 7x SK-Bldcken ein Plasmid mit 28 
repetitiven SK-Primersequenzen aufzubauen. Hierfiir wurde, analog wie in 
Abb. 3 gezeigt, pBl 2x Block mit Not I linearisiert . Der vollstandige 
Verdau wurde auf einem 1 %igen Agarosegel iiberpruft. Die 5 ' -Enden dieses 
mit Not I geoffneten Plasmids wurden dephosphoryliert und mit dem 7x SK- 
Block ligiert. Aus der Transformation resultierten sieben Kolonien. 

Der Kontrollverdau mit SamH I mehrerer Kandidaten-Klone ergab, daS ein kom- 
pletter 7x SK-Block zusatzlich insertiert worden war. Einer. der Klone wurde 
fur eine Midi -Preparation vermehrt und die DNA prapariert. Die 
Sequenzanalyse aus dieser Midi -Preparation bewies die komplette und 
korrekte Sequenz von 21 SK-Primern mit den funktionsf ahigen Schnittstellen, 
die fiir die nachste Klonierung benotigt wurden. Die Gelanalysen wurden 
dabei bestatigt. Dieser Klon wird im folgenden Text mit pBl 3x Block 
bezeichnet . Er diente als Vorstufe fur die nachste Insertionsrunde . 

Urn zu einem Plasmid mit 28 repetitiven SK-Elementen zu gelangen, wurde die 
blockweise Vermehrung des 7x SK-Blocks fortgefuhrt. Als Ausgangsplasmid 
dieser Klonierung wurde pBl 3x Block eingesetzt. Diese Klonierung wurde wie 
die beiden vorangegangenen behandelt. pBl 3x Block wurde mit Not I 
linearisiert, auf vollstandigen Verdau in einem 1 %igen Agarosegel 
uberpruft und danach dephosphoryliert. Der dephosphorylierte Vektor wurde 
zusammen mit dem in der PCR amplif izierten und nachgeschnittenen 7x SK- 
Block in einen Ligationsansatz eingesetzt. Die Kontrolligation zur 
Beurteilung der Dephosphorylierung erbrachte 2 Klone. Bei der 
Transformation der Ligation mit Insert entwickelten sich 59 Klone, davon 
wurden 16 Kolonien fiir eine Mini -Preparation ausgewahlt- Die Auftrennung 
mit einem Agarosegel nach einem Sac Z/Kpn I -Verdau erfolgte wie gewohnlich 
auf einer 2,2 %igen Gelmatrix. 

Insgesamt 5 Klone wiesen verlangerte Insertbereiche auf. Kontrollverdaus 
mit BamH I sowie Dreif achverdaus mit Sac X/Kpn I/BamH I zeigten 
Fragmentemuster, die darauf hindeuteten, dass kein kompletter 7x SK-block 
hinzugekommen sein diirfte. Stattdessen musste bei der Klonierung eine 
BamHI-site im neu hinzugekommenen Block deletiert worden sein. 

Von den fiinf sich gleichenden Klonen wurde einer ausgewahlt und mit seiner 
midi-praparierten DNA eine Sequenzanalyse durchgefuhrt . Die Sequenziemng 
bestatigte das Ergebnis, da£ die neu dazugekommene BamH I-Schnittstelle 
deletiert war. Es fehlte der komplette SK-Primer mit intakter BamHI- 
Schnittstelle des zuletzt hinzugekommenen 7x SK-Blocks. Das Ergebnis war 
also ein pBl KS{ + ) Plasmid mit 27x SK Primern. Die Sequenz dieses Klons ist 
in Figur 4 gezeigt. 
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Pat ent anspriiche 


5 1) Plasmid, dadurch gekennzeichnet, daS es sich von 

pBluescript KS( + ) ableitet und mehr als 1 repetitives 
SK-Priraersequenzelement e^ithalt. 

2) Plasmid nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS 
10 es 2, 7, 14, 21 oder 27 repetitive SK- 

Primersequenzelemente enthalt . 

3) Plasmid nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Primersequenzelemente einen 

15 Markerkomplex tragen. 

4) Plasmid nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, daS das SK-Pr imersequenzelement 
folgende Sequenz umf aSt : 

20 5 1 -GATCCACTAGTTCTAGAGCG- 3 ' 

5) Plasmid nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, daS daran SK-Oligonukleotide gebunden 
werden konnen, die an ihren Enden durch ein im 

25 Elektronenmikroskop detektierbares Element modif iziert 

sind, 

6) Plasmid nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die Elemente ausgewahlt sind aus Bor, Silizium, Eisen 

30 oder Mangan, 

7) Verwendung eines Plasmids nach einem der Anspruche 1 
bis 6 in der analytischen Elektronenmikroskopie . 

35 8) E. coli Zellen, transf ormiert mit einem Plasmid nach 

einem der Anp ruche 1 bis 6 . 

9) E. coli Zellen nach Anspruch 8, dadurch 
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gekennzeichnet, dag es sich urn E. coli JM110 handelt. 

10) Testkit zur Verwendung in der Elektronenmikroskopie , 

umfassend mindestens die 
5 folgenden Komponenten: 

kompetente E. coli JMllO-Bakterienzellen zur 
Vermehrung eines Plasmides nach einem der 
Anspruche 1 bis 5, 

- einzelstrangige Plasmide umfassend 2x, 7x, 14x, 21x 
10 und 27x SK. 
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Zusammenf as sung 

Molekularbiologische Marker f\ir die analytische 
Elekt r onenmi kr o s kop i e 

Die Erfindung betrifft ein Plasmid, das dadurch gekennzeichnet 
ist, dafi es sich von pBluescript KS(+) ableitet und mehr als 
1, bevorzugt 2, 7, 14, 21 und 27, repetitive SK-Primerelemente 
enthalt, sowie dessen Verwendung in der analytischen 
Elektronenmikroskopie . 
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Bevollmachtigter Bediensteter 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/DE00/001 1 6 


I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt aufeine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts ate "ursprunglich 
eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten (Regeln 70. 16 und 70. 1 7))\ 
Beschreibung, Seiten: 

1 -20 ursprungliche Fassung 


Patentanspruche, Nr.: 

1-10 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/6-6/6 ursprungliche Fassung 


2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Obersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 

internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daf3 die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 
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INTBRNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/DE00/001 1 6 


□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthaften, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 


6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 


V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblrchen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Sttitzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-10 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1 -1 0 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-10 

Nein: Anspruche 


2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 
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Zu Abschnitt V: Bearundete Feststelluna hinsichtlich Neuh it. rfinderisch r 
Tatiakeit und aewerblicher Anwendbarkeit 

Die vorliegende Internationale Anmeldung betrifft Plasmide, die von pBlueskript KS(+) 
abgeleitet sind und dahingehend modifiziert wurden, daft sie das SK- 
Primersequenzelement mehrfach enthalten. Diese Plasmide werden in der 
analytischen Elektronenmikroskopie verwendet. 

Desweiteren werden E. coli Zellen, die mit diesen Plasmiden transformiert wurden, und 
ein Testkit zur Verwendung in der Elektronenmikroskopie, der diese Plasmide enthalt, 
beansprucht. 

Ein Plasmid, das dadurch gekennzeichnet ist, daB es sich von pBlueskript KS(+) 
ableitet und mehr als ein repetitives SK-Primerelement enthalt ist weder im 
vorhandenen Stand der Technik offenbart noch daraus in offensichtlicher Weise 
ableitbar. 

Anspruch 1 und die davon direkt oder indirekt abhangigen Anspruche 2-6 und 8-10 

entsprechen daher den Erfordernissen von Art. 33(2)(3) PCT. 

Die Verwendung des erfindungsgernaBen Plasmids in der analytischen 
Elektronenmikroskopie (Anspruch 7) ist ebenfalls als neu und erfinderisch im Sinne 
von Art. 33(2)(3) PCT anzusehen. 


Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA-April 1997) 


'SOU? 


♦ 


PATENT COOPERATION Tl 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 


Applicant's or agent's file reference 
k 2778 - sch/msl 

irrm irirDTixirxf ArnAw SeeNotificationofTransmittaloflnternational Preliminary 
FOR K ACIION Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 

International application No. 

PCT/DE00/00116 

International filing date {day/month/year) Priority date (day/month/year) 

07 January 2000 (07.01 .00) 08 January 1999 (08.01 .99) 

International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C12N 15/70 

Applicant 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM STIFTUNG DES OFFENTLICHEN RECHTS 


This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 


2. This REPORT consists of a total of 


. sheets, including this cover sheet. 


I I This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
' — ' amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70. 16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 

These annexes consist of a total of sheets. 


This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 


Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 


I 

I2SJ 

II 

□ 

III 

□ 

IV 

□ 

V 

IE 

VI 

□ 

VII 

□ 

VIII 

□ 


Date of submission of the demand 

04 August 2000 (04.08.00) 

Date of completion of this report 

11 April 2001 (11.04.2001) 

Name and mailing address of the IPEA/EP 

Facsimile No. 

Authorized officer 
Telephone No. 
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INTERNATIONAL PREL 1 


ARY EXAMINATION REPORT 


E 


ational application No. 

PCT7DE00/00116 


1. Basis of the report 


1 . With regard to the elements of the international application:* 
[ | the international application as originally filed 

1X1 the description: 

pages 1 -20 

pages 

pages 


, as originally filed 
, filed with the demand 


, filed with the letter of 


the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 


1-10 


, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 

, filed with the demand 


. filed with the letter of 


the drawings: 

pages 

pages 

pages 


1/6-6/6 


, as originally filed 
, filed with the demand 


_ , filed with the letter of 


| | the sequence listing part of the description: 

pages 

pages 

pages 


, as originally filed 

_ , filed with the demand 


, filed with the letter of 


2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

I I the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23 . 1 (b)). 
I 1 the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

I 1 the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

contained in the international application in written form. 

filed together with the international application in computer readable form. 

furnished subsequently to this Authority in written form. 

furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 


□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 


The amendments have resulted in the cancellation of: 

I 1 the description, pages 

I I the claims, Nos. 

I I the drawings, sheets/fig 


I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
' ' — ' beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70.16 
and 70.17). 

**Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this report. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 


1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 


Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 


1-10 


1-10 


1-10 


YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 


Citations and explanations 

The present international application concerns plasmicis 
derived from pBlueskript KS(+) and modified in such a way 
that they contain the SK-primer sequence element repeated 
several times. These plasmids are used in analytical 
electron microscopy. 


Also claimed are E. coli cells transformed with these 
plasmids and a test kit for use in electron microscopy 
containing these plasmids. 


The available prior art neither discloses nor suggests in 
an obvious way a plasmid characterised in that it is 
derived from pBlueskript KS(+) and contains more than one 
repetitive SK primer element. 


Claim 1 and its directly or indirectly dependent Claims 
2-6 and 8-10 therefore meet the requirements of PCT 
Article 33 (2) and (3) . 


The use of the claimed plasmid in analytical electron 
microscopy (Claim 7) should also be considered novel and 
inventive (PCT Article 33(2) and (3)). 


Form PCT/lPEA/409 (Box V) (January 1994) 


PATENT COOPERATION TREATY 

PCT 


INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 
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Applicant's or agent's file reference 
K 2778-sch/msl 

See Notification of Transmittal of International 
FOR FURTHER ACTION Preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 

International application No. 
PCT/DEOO/00116 

International filing date (day/month/year) 
07/01/2000 

Priority date (day/month/year) 
08/01/1999 

International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C12N15/.70 

Applicant 



DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM . et al . 



1 . This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 


2. This REPORT consists of a total of 7 sheets, including this cover sheet. 

n This report is also accompanied by ANNEXES, i.e. sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 

These annexes consist of a total of ; sheets. 


3. This report contains indications relating to the following items: 


I 


II 

□ 

III 

Q 

IV 

□ 

V 


VI 

D 

VII 

□ 

VIII 

D 


Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations suporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 


Date of submission of the demand 
04/08/2000 

Date of completion of this report 
11.04.2001 

Name and mailing address of the international 
preliminary examining authority: 

European Patent Office 

D-80298 Munich 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 

Authorized officer ^^^^^ 

Kalsner, I | Jjj) | 

Telephone No. +49 89 2399 8 7 08 


INTERNATIONAL PREflJ 
EXAMINATION REPORT 



IARY 


International application No. PCT/DE00/00116 


I. Basis of the report 

1. With regard to the elements of the international application (Replacement sheets which have been furnished to 
the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to in this report as u originally filed" 
and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rules 70. 16 and 70. 1 7))\ 
Description, pages: 

1-20 as originally filed 


2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the 
language in which the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language: , which is: 

□ the language of a translation furnished for the purposes of the international search (under Rule 23.1 (b)). 

□ the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

□ the language of a translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 
55.2 and/or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the 
international preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

□ contained in the international application in written form. 

□ filed together with the international application in computer readable form. 

□ furnished subsequently to this Authority in written form. 

□ furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

D The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in 
the international application as filed has been furnished. 

Q Th e statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence 
listing has been furnished. 

4. The amendments have resulted in the cancellation of: 


Claims, No.: 


1-10 


as originally filed 


Drawings, sheets: 


1/6-6/6 


as originally filed 


INTERNATIONAL PRELlWARY 
EXAMINATION REPORT 


International application No. PCT/DE00ytD0116. 


□ the description, 

□ the claims, 

□ the drawings, 


sheets: 


pages: 
Nos.: 


5. □ This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been 
considered to go beyond the disclosure as filed (Rule 70.2(c)): 

(Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this 
report.) 


6. Additional observations, if necessary: 


V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and xplanations supporting such statement 


INTERNATIONAL PRE^|NARY 
EXAMINATION REPORT 


International application No. PCT/DE00/00116 


1. Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 

Industrial applicability (IA) 

2. Citations and explanations 
see separate sheet 


Yes: Claims 1-10 

No: Claims 

Yes: Claims 1-10 

No: Claims * 

Yes: Claims 1-10 

No: Claims 


Concerning Section 5: 

Reasoned Statement concern in^NJovelty. Inventive Step and Industrial Applicability 

The instant international application concerns plasm ides which are derived from pBlueskript KS(+) and modified 
such that they contain the SK primer sequence element several times. These plasmides are used in analytic 
electron microscopy. 


Furthermore E.coli cells, which are transformed with these plasmides, and a test kit containing these plasmides 
for use in electron microscopy are claimed. 

A plasmide which is characterised in that it is derived from pBlueskript KS(+) and contains more than one 
repetitive SK primer element is neither described in the available prior art nor is derivable therefrom in an 
obvious manner. 


Claim 1 and the directly or indirectly dependent claims 2-6 and 8-10 are therefore in accordance with the 
requirements of Art. 33(2) (3) PCT. 

The use of the inventive plasmides in analytic electron microscopy (claim 7) is also to be seen as new and 
inventive in accordance with Art. 33 (2) (3) PCT. 


